


































Post‐exercise hypotension  (PEH)  is a  common physiological phenomenon  leading  to  lower 2 
blood pressure after acute exercise, but it is not fully understood how this intriguing response 3 
occurs. This study investigated whether the nitrate‐reducing activity of oral bacteria is a key 4 
mechanism  to  trigger  PEH.  Following  a  randomized,  double  blind  and  crossover  design, 5 
twenty‐three  healthy  individuals  (15  males/8  females)  completed  two  treadmill  trials  at 6 












the  recovery  period,  and  it was  fully  attenuated  2  hours  after  exercise with  antibacterial 19 
mouthwash. This was associated with a lack of changes in circulatory nitrite (P > 0.05), and 20 
impaired microvascular response (peak TOI baseline: 85.1 ± 3.1 %; peak TOI post‐exercise: 21 
84.6  ±  3.2  %;  P  >  0.05).  Diversity  of  oral  bacteria  did  not  change  after  exercise  in  any 22 














hours  after  an  acute  bout  of  exercise  (1,  2).  However,  how  this  intriguing  physiological 29 
response is elicited is not fully understood yet. Nitric oxide (NO) was originally suggested to 30 
play a key role in PEH since it  is well‐established that exercise upregulates NO synthesis  in 31 
endothelial  cells  by  stimulating  endothelial  NO  synthase  (eNOS)  expression  (3).  However, 32 
previous studies in humans concluded that PEH was not NO dependent. When endogenous 33 
NO  synthesis  was  blocked,  by  an  intravenous  infusion  of  the  specific  NOS  inhibitor  NG‐34 
monomethyl‐L‐arginine (L‐NMMA), PEH was not affected (4, 5). Importantly, it was unknown 35 
at  that  time  that  NO  can  be  formed  by  another  pathway which  is  independent  of  the  L‐36 






upper gastrointestinal tract,  increasing the bioavailability of nitrite  in the circulation (6).  In 43 
the  blood,  nitrite  can  be  reduced  to  NO  by  several  enzymes  and  proteins  leading  to 44 
vasodilation  (9). Recent evidence  in  rats has  shown  that exercise  can also enhance nitrite 45 
reduction  to NO by upregulating the enzyme xanthine oxidoreductase (XOR) (10). Thus, the 46 






former mechanism  relies on  the  status of  the oral microbiome and previous  studies have 49 
shown that the use of antibacterial mouthwash is an effective approach to inhibit the activity 50 
of oral bacteria that reduce nitrate to nitrite in the oral cavity (11‐13). In addition, some of 51 
these  studies  found  an  increase  in  systolic  blood  pressure  under  resting  conditions when 52 
antibacterial mouthwash was used for a few days (12, 13). This was associated with lower 53 
nitrite  availability  in  saliva  and  plasma,  and  suggests  that  oral  nitrite  synthesis  is  a  key 54 







anaerobic  bacteria  can  reduce  it  to  nitrite.  This  will  lead  to  greater  circulatory  nitrite 62 
availability  and  higher  PEH  and  skeletal  muscle  oxygenation  levels  concomitant  with  an 63 















follow  any  treatment  affecting  the  oral  bacteria  (mouthwash,  tongue  scrapes);  take 75 
antibiotics  within  3  months  before  the  start  of  the  study;  and  for  females  did  not  have 76 
irregular menstrual periods, less than or greater than 28 days over the last 3 months. All the 77 





In  the  first visit  to  the  laboratory, participants performed an  incremental  treadmill  test  to 83 
assess  their  maximal  aerobic  capacity  (VO2peak).  Respiratory  gases  (VO2,  VCO2,  RER)  were 84 
measured breath‐by‐breath by a computerized gas analyzer (Jaeger Oxycon Pro, Germany). 85 
Heart  rate was  recorded using a heart  rate monitor  (Polar A300,  Finland) during  the  test. 86 






10  min,  before  the  blood  pressure  was  measured  on  the  left  arm  using  an  electronic 93 
sphygmomanometer  (ProBP  3400, Welch  Allyn,  US).  A  reactive  hyperaemia  test was  also 94 
performed on the left arm. Levels of oxygenated haemoglobin (HbO2) and deoxyhaemoglobin 95 










































at  4ºC)  before  injecting  50 µL  into  a  dedicated High‐Performance  Liquid  Chromatography 130 
(HPLC)  system  (ENO‐30;  EiCom,  Kyoto,  Japan).  Standard  curves  were  obtained  for  all 131 
measurements  and  used  for  quantitative measurements.  Salivary  nitrate  and  nitrite were 132 
measured as previously described (14). 133 
Salivary and plasma pH, lactate, glucose 134 































or Wilcoxon  test when data was not  normally  distributed.  A  two‐way  repeated measures 162 












to  adjust P  values  for multiple  testing.  Pearson’s  correlation was  calculated  between  the 171 
abundances  of  taxa  and  measured  continuous  meta‐data  values,  again  applying  the 172 




Twenty‐three healthy  and normotensive participants  (table  1)  successfully  completed  this 177 
study  from May 2017 to April 2018. During  the  trial, one participant was excluded due to 178 




(MAP)  results  are  shown  in  figure  1.  SBP  (placebo:  111.6  ±  2.0  mmHg;  antibacterial 183 





mouthwhash:  65.3  ±  0.8  mmHg)  and  MAP  (placebo:  81.0  ±  1.1  mmHg;  antibacterial 185 
mouthwhash: 80.3 ± 0.9 mmHg) did not differ between treatments before exercise (P > 0.05).  186 
A time effect was found in DBP at 60 min post‐exercise in the placebo condition (‐2.4 ± 0.7 187 
mmHg, P =  0.004)  that was  attenuated  by  29% with  antibacterial mouthwash  (‐1.7  ±  1.0 188 
mmHg, P = 0.07) compared to pre‐exercise values. However, no statistical differences (P > 189 
0.05) were found between treatments at 60 min post‐exercise. Two hours after exercise, DBP 190 





mmHg;  P  <  0.001),  which  was  attenuated  by  62%  (‐2.0  ±  1.0  mmHg;  P  =  0.004)  using 196 
antibacterial mouthwash. Differences between treatments were also statistically different (P 197 
= 0.021). SBP was still significantly lower (‐3.8 ± 1.1 mmHg, P = 0.005) at 120 min post‐exercise 198 
in  the  placebo  compared  to  pre‐exercise  values.  This  response  was  fully  inhibited  with 199 
antibacterial mouthwash (0.3 ± 1.1 mmHg, P > 0.05) showing differences between treatments 200 
as well (P = 0.026).  201 
MAP  decreased  significantly  at  60 min  post‐exercise with  placebo  (‐3.3  ±  0.8 mmHg, P  < 202 
0.001), and  this was attenuated by 45% with antibacterial mouthwash, but  there were no 203 




















Figure  3  shows  salivary  and  plasma  nitrate  and  nitrite  concentrations.  Pre‐exercise 220 
concentrations did not differ between treatments. Although, no statistical differences were 221 
found in plasma nitrite after exercise between conditions (P = 0.071), greater concentration 222 
of  plasma nitrite was  found after  exercise  in  the placebo  condition  compared  to baseline 223 
levels (pre‐exercise: 59 ± 9 nM; post‐exercise: 100 ± 13 nM; P = 0.013. Such elevation was 224 











Exercise  did  not  induce  significant  changes  in  salivary  or  plasma markers  in  the  placebo 232 
condition (figure 4), however antibacterial mouthwash significantly increased salivary lactate 233 
(placebo: 0.19 ± 0.03 mmol/L; antibacterial mouthwash: 0.48 ± 0.04 mmol/L; P < 0.001) and 234 






















Our  results  challenge  previous  knowledge  on  nitrite  metabolism  suggesting  that  plasma 253 









However,  this  is  the  first  evidence  showing  that  the  cardiovascular  response  to  exercise 263 






nitrite  to NO  (24). However,  this hypothesis  is  controversial  as  the  scavenging  capacity of 270 
oxyhaemoglobin for NO makes it difficult to explain how nitrite‐derived NO might escape red 271 
blood  cells  (25).  Our  results  showing  higher muscle  oxygenation  levels  in  the  leg  (rectus 272 
femoris)  in  the  placebo  condition  after  exercise  in  combination  with  greater  nitrite 273 
concentration in plasma do not seem to support this hypothesis. Other mechanisms within 274 
the  blood  vessel  such  as  XOR  may  contribute  to  the  nitrite  reductase  capacity  in  the 275 






to  other  physiological  conditions  (25).  S‐nitrosylation  of  proteins  is  another  potential 278 
mechanism linked to nitrite bioactivity. This is relevant to the current study given the well‐279 
known pro‐oxidative stimulus induced by exercise (26‐28). However, in this study we did not 280 
measure  any NO  species other  than nitrite  and nitrate. Other  recent  evidence  conversely 281 
suggests that the blood pressure‐lowering effect of circulatory nitrite is not mediated by NO 282 
(29). However, and in contrast to this, some of our findings are more likely to suggest that NO 283 
was  involved  in  the  vascular  response  after  exercise.  For  instance,  the  higher  peak  value 284 
observed after the occlusion period during the reactive hyperaemia test has been associated 285 
with greater NO synthesis  in previous studies  (30, 31). This  is also  in contrast  to  the main 286 
findings of older studies that could not confirm the relationship between NO and PEH when 287 
the  L‐Arginine/NOS  pathway  was  inhibited  pharmacologically  with  NG‐monomethyl‐L‐288 
arginine  (4,  5). However,  these  studies did not  take  into  account  that NO  could  still  form 289 
through the oral nitrate/nitrite pathway (4, 5). 290 
We expected to see higher concentrations of plasma nitrate after exercise due to enhanced 291 
NO  synthesis  in  the  endothelial  cells,  but  this  was  not  shown  in  this  study.  However,  an 292 
interesting finding was the large accumulation of nitrate (158 %) observed after inhibiting oral 293 
bacteria with antibacterial mouthwash. In a previous study, using antibacterial mouthwash, 294 














the  nitrate‐reducing  activity  of  oral  bacteria  and  aerobic  exercise  performance  in  healthy 305 
individuals (14). However, this finding was more associated with the chronic effect of exercise 306 
training,  and  it  remains  to  be  elucidated  whether  acute  exercise  enhances  the  nitrate‐307 
reducing  activity  of  oral  bacteria  as well.  On  the  other  hand,  unpublished  data  from  our 308 
laboratory show that exercise may be also effective in increasing saliva flow rate. This may 309 
suggest a rapid turn‐over of saliva that can help to increase circulatory nitrite more rapidly 310 
after  exercise. Overall,  new  studies  are needed  to elucidate  all  of  these questions  and  to 311 
enhance our knowledge on nitrate/nitrite metabolism and exercise.  312 
Similar  to  previous  studies,  antibacterial  mouthwash  containing  chlorhexidine  potently 313 
reduced (> 90%) salivary nitrite concentrations (11‐13, 33). Some of these studies (12, 13), 314 
but not all (33, 34), using the same approach, also reported a significant increase in SBP of 315 

















composition  were  not  yet  evident.  Recent  data  from  our  laboratory  showed  significant 329 
alterations  of  the  oral  microbiome  at  all  levels  (phylum,  genera  and  species)  when 330 
antibacterial  mouthwash  was  taken  twice  daily  for  a  week  in  healthy  individuals  (33). 331 






This  study has  some  limitations.  First,  23 participants  completed  this  study, but biological 338 
samples  (saliva and blood) were taken from 15 of them. While statistical differences were 339 
found in some biological variables, such as plasma and salivary nitrate and nitrite, changes in 340 










after  exercise  are  nitrite‐dependent  and  this  is  regulated  in  part  by  the  nitrate‐reducing 347 
























































































































































near‐infrared  spectroscopy  during  a  hyperaemia  reactive  test  before  and  2  hours  post‐473 
exercise after administering antibacterial mouthwash  (2A) or placebo  (2B)  in  the  recovery 474 
period. Changes in tissue oxygenation index in the leg (rectus femoris) before and 2 hours 475 
post‐exercise in both treatments (2C) (SD ± SEM).  476 












abundant  species  (5C)  before  (Pre)  and  after  exercise  (Post)  following  placebo  (Plac)  and 485 
antibacterial  mouthwash  (AM)  treatment.  Alpha‐diversity  of  salivary  microbiota  as 486 
represented  by  Shannon‐Index  (5D)  before  and  2  hours  post‐exercise  in  both  conditions 487 
(placebo and antibacterial mouthwash). Pearson correlation (r = 0.435; P = 0.049) between 488 
the  relative  abundance  of  Selenomonas  and  plasma  nitrite  2  hours  post‐exercise  in  the 489 
placebo condition (5E).  490 
